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Dynamik in Kronenether-Dendrimer-Komplexen: ein molekularer

» Weltraumspaziergang‘**

Henrik D. E. Winkler, Dominik P. Weimann, Andreas Springer und Christoph A. Schalley*

Die Brownsche Molekularbewegung, die Rotation von Mo-
lekiilen und Schwingungen in Molekiilen sind typische Bei-
spiele fiir thermische Bewegungen. Schnelle chemische
Gleichgewichte wie die Inversion am Ammoniak-Stickstoff-
atom, die Umwandlung von Alkankonformeren ineinander
oder die dynamischen Assoziations- und Dissoziationspro-
zesse in schwach gebundenen nichtkovalenten Komplexen
sind ebenso thermisch induziert. Bei nichtkovalenten Kom-
plexen ist es faszinierend zu untersuchen, ob die Wanderung
eines Gastmolekiils zwischen verschiedenen Bindungsstellen
eines multivalenten Wirts im Komplex moglich ist und wie
eine solche ,,intramolekulare“ Bewegung beobachtet werden
kann. Wir nutzten Polyaminopropylenamin(POPAM)-Den-
drimere der ersten bis fiinften Generation (G1-GS5) als Pro-
totypen multivalenter Wirtverbindungen und beantworten
hier die Frage, ob Kronenethermolekiile ohne zwischenzeit-
liche Dissoziation und Reassoziation direkt von Bindungs-
stelle zu Bindungsstelle an der Peripherie des Dendrimers
wandern konnen (Abbildung 1). Vorausgesetzt dieser mole-
kulare ,,Weltraumspaziergang® ist tatsdchlich moglich, stellt
sich die Frage, nach welchem Mechanismus er ablauft.

In Losung ist es schwierig — wenn nicht unmdéglich — die
Bewegung innerhalb eines Komplexes von einer Bindungs-
stelle zur néchsten zu verfolgen, da sie immer von Dissozia-
tions/Reassoziationsgleichgewichten iiberlagert wire. Es ist
daher notwendig, die Komplexe voneinander und von ihren
Bestandteilen zu isolieren, um jeglichen Gastaustausch zwi-
schen verschiedenen Komplexen vollstiandig auszuschlieBen.
Das Hochvakuum eines Massenspektrometers eignet sich
optimal, um die Komplexe zu isolieren, denn sie liegen dort
als gleichgeladene und sich daher abstoBende Ionen vor.
Zugleich kann die Reaktion mit neutralen Kronenethermo-
lekiilen ausgeschlossen werden, denn Fragmentierungen von
Kronenether-Dendrimer-Komplexen sind die einzig mogliche
Quelle fiir das Auftreten solcher Molekiile, die als Neutral-
teilchen jedoch nur eine sehr kurze Zeit im Instrument ver-
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Abbildung 1. Chemische Struktur von [18]Krone-6 (18K6) und einem
POPAM-Dendrimer der vierten Generation (G4). Ausgehend von
einem 1,4-Diaminobutankern wird die n-te Schale des Dendrimers
durch divergente Synthese mittels zweier Michael-Additionen von
Acrylnitril an jeden Arm, gefolgt von einer hydrogenolytischen Reduk-
tion der Nitrilgruppen auf die (n—1)-te Schale des Dendrimers aufge-
baut. Die roten Pfeile illustrieren die zentrale Fragestellung dieser
Arbeit: Kénnen sich Kronenethermolekiile frei entlang der Peripherie
eines POPAM-Dendrimers bewegen, ohne dass der Komplex zwischen-
zeitlich dissoziiert? Da sich dieser Prozess im Hochvakuum eines
Massenspektrometers abspielt, bezeichnen wir ihn als molekularen
»Weltraumspaziergang*.

bringen, bevor sie abgepumpt werden, sodass ihr Partialdruck
bei weitem zu niedrig wére, als dass mit ihnen eine effektive
Rekomplexierung ablaufen konnte. Allerdings bringt der
Massenspektrometrieansatz die Schwierigkeit mit sich, dass
jeder intramolekulare Prozess die Molekiilmasse des Kom-
plexions nicht verdndert und daher durch simple Bestimmung
des Masse-Ladungs-Verhiltnisses (m/z) undetektierbar
bliebe. Daher wird eine Gasphasenreaktion benétigt, die die
Bewegung der Kronenethermolekiile aufzeigt und die
a) energetisch unterhalb der Dissoziationsschwelle des
Komplexes abliuft, b) eine Anderung der Molekiilmasse
bewirkt und c) direkt mit der Bewegung des Gastmolekiils
verkniipft ist.

Als multivalentes Gertist wihlten wir POPAM-Dendri-
mere. Diese Dendrimere haben eine hochverzweigte, zwie-
belartige Schalenstruktur (Abbildung 1). Von einer Genera-
tion (Gn) zur nichsten verdoppelt sich die Zahl der peri-
pheren Aminogruppen, beginnend mit 4 im G1-Dendrimer
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bis 64 im G5-Dendrimer. Die Gasphasenchemie dieser Den-
drimere ist bereits eingehend untersucht worden.!'! Sind sie
nicht durch ein Losungsmittel solvatisiert, werden eher die
tertidren Aminogruppen im Innern des Dendrimers als die
primidren Aminogruppen an seiner Peripherie protoniert.”?
Die Untersuchung der Wirt-Gast-Chemie von dendritischen
Molekiilen in der Gasphase ist grundsitzlich eine Heraus-
forderung, und die Forschung steht hier noch am Anfang.”!
Wir nutzten [18]Krone-6 als Gast, da diese Verbindung
sowohl in Losung! als auch in der Gasphasel gut an primire
Ammoniumionen bindet. Dendritische Kronenether-Am-
monium-Komplexe sind bestens fiir unsere Zwecke geeignet,
da sie bereits geladen sind und leicht mittels Elektrospray-
ionisierung (ESI)®® aus schwach saurer methanolischer
Losung von [18]Krone-6 und dem entsprechenden Dendri-
mer als positiv geladene lonen in die Gasphase gebracht
werden konnen. Eine breite Verteilung von Ladungszustén-
den (bis zu z = + 8 fiir G5) mit verschiedenen Stochiometrien
(bis zu n=5 18K6-Molekiile an G5 gebunden) kann in den
ESI-Massenspektren beobachtet werden. Da Kronenether
stirker an primére (ca. 200 kJmol™") als an tertiire Ammo-
niumionen (ca. 170 kJmol~!)!"! binden, solvatisieren sie die
primdren Ammoniumionen besser und tragen zu einer Ver-
schiebung der Ladungen in die Peripherie bei.

Auf der Basis dieser Uberlegungen wenden wir uns nun
der zentralen Frage dieser Arbeit zu: Konnen Kronenether-
molekiile an der Peripherie eines POPAM-Dendrimers von
Bindungsstelle zu Bindungsstelle wandern? Da [18]Krone-6
im 1:1-Komplex mit protoniertem Ethylendiamin in der
Gasphase effizient einen Austausch der Ammoniumprotonen
gegen Deuteronen verhindert® (siehe die Hintergrundinfor-
mationen), ist der H/D-Austausch® die Reaktion der Wahl,
um die Mobilitdt eines Kronenethermolekiils an der Den-
drimerperipherie zu untersuchen. Wenn ein Kronenether-
molekiil nicht von Bindungsstelle zu Bindungsstelle wandern
kann, konnen die daran gebundenen drei Ammoniumproto-
nen nicht ausgetauscht werden. Im Gegensatz dazu wiirde
man einen Austausch aller aciden Protonen des Dendrimers
erwarten, wenn das Kronenethermolekiil wandert.

Die POPAM-Kronenether-Komplexe fiir die H/D-Aus-
tauschexperimente wurden in der ESI-Ionenquelle generiert
und in der Hexapol-Kollisionszelle unseres Fourier-Trans-
formations-Ionencyclotronresonanz(FT-ICR)-Massenspek-
trometers''”! gespeichert. Deuteriertes Methanol (CH,0D)
wurde mit einem zeitlich steuerbaren Magnetpulsventil in
den Hexapol eingeleitet. Der H/D-Austausch verlduft sehr
effizient,™ und alle Ladungszustinde und Komplexstochio-
metrien konnen simultan im selben Experiment unter den-
selben Bedingungen untersucht werden. Nach wohldefinier-
ten Reaktionszeiten werden alle Produkt-Ionen in die FT-
ICR-Zelle transferiert und dort mit hoher Auflésung und
Massengenauigkeit detektiert (sieche die Hintergrundinfor-
mationen).

Wie in Abbildung 2a gezeigt, konnen alle neun N-ge-
bundenen Protonen in einfach protoniertem G1 schnell gegen
Deuteronen ausgetauscht werden. Bei einem Kronenether-
G1-Komplex wiirde man erwarten, dass drei Protonen gegen
den Isotopenaustausch geschiitzt sind. Im Gegensatz zu dieser
Erwartung tauscht [18K6@G1 +2H]*" alle zehn NH-Proto-
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Abbildung 2. a) Links: H/D-Austausch (abgekiirzt als H/D-X) bei einfach

protoniertem G1 (0 und 50 ms Reaktionszeit). Mitte: H/D-Austausch aller
NH-Protonen des doppelt protonierten 1:1-Komplexes aus [18]Krone-6 und
G1 (0 und 50 ms). Die vertikalen Pfeile markieren den Endpunkt des H/D-

Austauschs, der im Falle eines drei Protonen schiitzenden, stationiren
Kronenethermolekiils nicht tiberschritten wiirde. Rechts: Ein besonders
langsamer H/D-Austausch wird im Fall des 2:1-Komplexes aus [18]Krone

-6

und G1 (0 und 1000 ms) beobachtet. b) Ein ,Relay“-Mechanismus®'? fur

den Gasphasen-H/D-Austausch am protonierten POPAM-Dendrimer er-
klart, warum der Austausch bei [(18K6),@G1+2H]*" so langsam ist.

c) Das gleiche Verhalten zeigt sich auch bei den Dendrimeren héherer Ge-

nerationen. Fiir Einzelheiten siehe Text.

nen aus, was nur moglich ist, wenn das Kronenethermolekiil
wihrend der Austauschreaktion von einer Bindungsstelle zu
einer anderen gewandert ist. Nach 50 ms ist die H/D-Aus-
tauschreaktion am Komplex etwa gleich weit fortgeschritten
wie im freien G1. Folglich verlduft die Kronenetherwande-
rung mit einer dhnlichen Geschwindigkeit wie der Isotopen-
austausch. Dagegen wird kaum ein Austausch am 2:1-Kom-
plex [(18K6),@G1 +2H]*" beobachtet, der gleich viele Kro-
nenethermolekiile wie Ladungen (n=z) tridgt. Diese Beob-
achtung kann iiber einen ,Relay“-Mechanismus (Abbil-
dung 2b) erklirt werden, der Dbereits frither fiir
Kronenetherkomplexe von Ethylendiamin®®! und andere
kleine (Bio)molekiile! beschrieben wurde. Solange min-
destens eine Ammoniumgruppe unkomplexiert und daher
frei zugdnglich bleibt (n <z), kann die Austauschreaktion
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effizient entsprechend dem ,,Relay“-Mechanismus ablaufen.
Sind dagegen alle Ladungstriager in die Bindung von Kro-
nenethermolekiilen involviert (n=z), so ist keine Ammoni-
umgruppe mehr verfiigbar, um den H/D-Austausch zu ver-
mitteln. Das fiir G1 Beobachtete wird durch analoge Expe-
rimente mit Dendrimeren hoherer Generationen bestitigt:
Der Isotopenaustausch bei [18K6@G2+2H]** (n<z) bei-
spielsweise ist viel schneller als der bei [(18K6),@G2 4 3H]**
(n=z) (Abbildung 2c).

Die Massenspektren der G3-, G4- und G5-Kronenether-
Komplexe mit ihren 16, 32 bzw. 64 peripheren NH,-Gruppen
zeigen deutlich mehr Signale. Einerseits nimmt die Zahl un-
terschiedlicher Ladungszustinde und Komplexstochiometri-
en zu, andererseits weisen die Dendrimere der hoheren Ge-
nerationen aufgrund der divergenten Synthese zunehmend
unvermeidbare strukturelle Defekte auf. Trotzdem ist eine
zweifelsfreie Zuordnung der Signale nach und vor dem H/D-
Austausch durch schrittweises Erhohen der Reaktionszeit
leicht moglich. Jedes Isotopenmuster wird dabei Schritt fiir
Schritt in Richtung hoherer m/z-Werte verschoben, sodass
der Fortschritt des H/D-Austauschs direkt verfolgt werden
kann. Abbildung 3 zeigt ausgewéhlte Ergebnisse fiir G3 und
G4 bis z=+5 bzw. +7 und n=4 bzw. 5 (in den Hinter-
grundinformationen sind die Daten fiir G5 zu finden): Es sind
nur (n < z)-Komplexe gezeigt, und bei diesen verlduft der H/
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m/z 549.7 m/z 563.2
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Abbildung 3. H/D-Austauschexperimente durchgefiihrt mit [18]Krone-
6-Komplexen von a) G3 und b) G4. d, markiert den Endpunkt vollstan-
digen Austauschs. Die kleineren Signale in den Massenspektren lassen
sich mit den typischen Defektstrukturen erklaren, die besonders bei
Synthesen der héheren Dendrimergenerationen unvermeidbar sind.
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D-Austausch immer deutlich iiber den Endpunkt hinaus, der
fiir Komplexe mit nichtmobilen Kronenethermolekiilen er-
wartet wiirde (senkrechte durchgezogene Pfeile). Zudem
wird diese Schwelle trotz bis zu 71 bzw. 136 austauschbaren
Protonen innerhalb von weniger als 50 ms Reaktionszeit er-
reicht. Daraus schlieBen wir, dass die Kronenethermolekiile
sich unabhéngig von der Grofie des Dendrimers schnell ent-
lang von dessen Peripherie bewegen.

Der ,,Weltraumspaziergang“ der Kronenethermolekiile
kann nach zwei mechanistischen Szenarien ablaufen, wobei
jeweils Wasserstoffbriicken schrittweise durch neue ersetzt
werden: Entweder wandert das Kronenethermolekiil als
neutrales Molekiil von einer Ammoniumgruppe zu einer
anderen (Abbildung 4a), oder es wandert zusammen mit

b) a
o A

HoN" g1 NH; DAD NH,

Abbildung 4. a,b) Schematische Darstellung der beiden denkbaren
Mechanismen des , Weltraumspaziergangs*. c) Die Modellverbindung
1,12-Diaminododecan (DAD).

einem Proton von einer Ammonium- zu einer neutralen
Aminogruppe (Abbildung 4b). Mit 1,12-Diaminododecan
(Abbildung 4c¢) ist eine geeignete Modellverbindung verfiig-
bar, um zwischen den beiden Alternativen zu unterscheiden:
a) Der Kronenethertransfer im Falle des doppelt protonier-
ten 1:1-Kronenether-DAD-Komplexes entspricht dem Am-
monium-zu-Ammonium-Szenario in Abbildung 4 a. Folgt der
Transfer diesem Mechanismus, miissen alle sechs aciden
Protonen ausgetauscht werden, werden dagegen nur drei
Ammoniumprotonen ausgetauscht, wire der Nachweis er-
bracht, dass das Kronenethermolekiil an seiner Position fi-
xiert ist. Dies wiirde das Ammonium-zu-Ammonium-Szena-
rio ausschlieBen. b) Der einfach protonierte 1:1-Kronenether-
DAD-Komplex représentiert die Ammonium-zu-Amin-Al-
ternative in Abbildung 4b. Ein vollstindiger Austausch be-
wiese hier den Transfer eines protonierten Kronenethermo-
lekiils von seiner Ammonium- zu einer Amin-Bindestelle,
wohingegen der Austausch von nur zwei NH-Protonen dieses
Szenario ausschlosse.

Die entsprechenden H/D-Austauschexperimente (siche
die Hintergrundinformationen) schlieBen deutlich den Am-
monium-zu-Ammonium-Transfer aus und bestéitigen das
Ammonium-zu-Amin-Szenario: Im doppelt geladenen 1:1-
Komplex bleiben die drei das Kronenethermolekiil binden-
den Protonen unbeeinflusst von der Austauschreaktion, d.h.,
es findet kein Kronenethertransfer statt — hochstwahr-
scheinlich wegen der starken Ladungsabsto3ung zwischen
den beiden Ammoniumgruppen. Im Gegensatz dazu konnen
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alle fiinf Protonen im einfach protonierten Komplex gegen
Deuteronen ausgetauscht werden — obwohl ohne ein zusitz-
liches freies Ammoniumion kein ,Relay“-Mechanismus
moglich und die Austauschreaktion daher vergleichsweise
langsam ist. Dies zeigt deutlich, dass ein protoniertes Kro-
nenethermolekiil von der Ammoniumgruppe der DAD-Kette
auf die Aminogruppe iibertragen wird. Daraus konnen wir
schlieBen, dass das mechanistische Szenario in Abbildung 4b
vorherrscht. Fiir einen vollstindigen Austausch aller aciden
Protonen werden daher mindestens zwei Kronenethertrans-
ferschritte benotigt: Im ersten Schritt kann das Kronen-
ethermolekiil zusammen mit einem Proton zu einer bereits
deuterierten ND,-Gruppe wandern, was zur Bindung des
Kronenethermolekiils an eine ND,H"-Gruppe fiihrt. Der
Isotopenaustausch des letzten Protons ist nur dann moglich,
wenn das Kronenethermolekiil zuriickwandert — dieses Mal
zusammen mit einem Deuteron.

Abbildung 5 zeigt ein alternatives mechanistisches Sze-
nario, das den beobachteten Austausch aller labilen Wasser-

Abbildung 5. Ein alternativer Austauschmechanismus, in dem eine
benachbarte zweite Ladung den Bruch einer N—H-.-O-Wasserstoff-
briicke unterstiitzt.

stoffatome erkldren wiirde, ohne dass damit ein Kronen-
ethertransfer einhergehen wiirde. Eine benachbarte end-
stindige Ammoniumgruppe oder eine protonierte tertidre
Aminogruppe innerhalb des Dendrimergeriists konnte eine
Protonenbriicke zu einem der Kronenether-Sauerstoffatome
bilden. Die so gewonnene Bindungsenergie wiirde helfen,
eine Ammonium-Kronenether-Wasserstoffbriicke zu 16sen,
was ein Proton zum Austausch freilegte. Zwei Griinde spre-
chen gegen dieses Szenario: 1) Im Falle ldngerer Spacer wie
der C,-Kette in DAD lassen sich doppelt geladene Komplexe
erzeugen — auch wenn dafiir groerer Aufwand zur Opti-
mierung der Ionisierungsbedingungen notig ist. Wie oben
beschrieben, kann fiir diesen Komplex aber kein vollstindiger
Austausch beobachtet werden, was den Alternativmechanis-
mus zumindest fiir ldngere Spacer ausschlieft. 2) Alle Ver-
suche, doppelt geladene Modellkomplexe wie [18K6@1,3-
Diaminopropan + 2H]*" mit kiirzeren Spacern zu erzeugen,
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schlugen fehl. Dies unterstreicht die Bedeutung der La-
dungsabstoBung, die nicht nur die Ionenerzeugung beein-
trachtigt, sondern auch die Annéherung zweier gleichnamiger
Ladungen in den gasférmigen Komplexen verhindert. Aus
diesen Griinden halten wir die Kronenetherwanderung fiir
iiberzeugender.

Unsere hier vorgestellte Studie belegt, dass es mit einem
verbliiffend einfachen Experiment wie dem H/D-Austausch
unter wohldefinierten Bedingungen im Hochvakuum eines
Massenspektrometers moglich ist, die hochgradig dynamische
thermische Bewegung von [18]Krone-6 an der Peripherie von
POPAM-Dendrimeren zu beobachten — unabhidngig von
deren GroBe (bis G5) und Ladungszustand (bis + 8) oder der
Komplexstochiometrie (bis zu fiinf Kronenethermolekiile).
In der Gasphase kann die Bewegung zwischen Bindungs-
stellen innerhalb der Komplexe ohne jegliche Beeintrachti-
gung durch einen Kronenethertransfer zwischen den Kom-
plexen untersucht werden. Dies macht die Massenspektro-
metrie zur Methode der Wahl fiir die Untersuchung derarti-
ger Bewegungen. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass viele
nichtkovalente Komplexe — seien es synthetische oder biolo-
gische Supramolekiile — ein bedeutend dynamischeres Ver-
halten aufweisen konnten als bisher weithin angenommen.

Experimentelles
Alle hier beschriebenen Gasphasenexperimente wurden mit einem
Tonspec-QFT-7-FT-ICR-Massenspektrometer (Varian, USA), ausge-
stattet mit einem supraleitenden 7-T-Magneten und einer Micromass-
Z-Spray-Elektrosprayionisierungsquelle (ESI, Waters, Frankreich),
durchgefiihrt. Die Probenlosungen (50 pM; in Methanol, 1% Amei-
sensdure) von [18]Krone-6 und G1-G5 oder DAD wurden mit
FlieBgeschwindigkeiten von 2-4 pLmin~' in die Quelle eingeleitet.
Konstante Sprithbedingungen und groStmogliche Intensitdten
wurden mit einer Ionisierungsspannung von 3800 V und einer Quel-
lentemperatur von 40°C erreicht. Die ,,Sample-Cone“- und ,,Ex-
tractor-Cone“-Spannungen und die Parameter der Ionenoptik
wurden auf eine maximale Intensitdt der gewiinschten Komplex-
Ionen hin optimiert. Mehrere Scans (bis zu 20) wurden fiir jedes
Spektrum gemittelt, um das Signal-Rausch-Verhiltnis zu verbessern.
Fiir die H/D-Austauschexperimente wurde der Hexapol des In-
struments als Ionenfalle und Reaktionsraum verwendet.""! Nach dem
Sammeln der Ionen im Hexapol wurde der Eintritt weiterer Ionen
durch Abschalten der Radiofrequenz des Quadrupols vor dem
Hexapol verhindert (siehe die Hintergrundinformationen). Danach
wurde CH;0D in den Hexapol eingeleitet. Die Reaktionszeit wurde
mithilfe eines Pulsventils mit hoher zeitlicher Prézision gesteuert
(Schritte bis hinunter zu 25 ps resultierten in reproduzierbaren Ver-
dnderungen im Reaktionsfortschritt). Nach der H/D-Austauschre-
aktion wurden die Ionen in die FT-ICR-Zelle transferiert und iiber
eine Standardsequenz detektiert, iiblicherweise mit Basislinienauf-
16sung fiir die Isotopenmuster aller Ladungszustinde sowie hoher
Massengenauigkeit im niedrigen ppm-Bereich.
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